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論文内容の要旨
(目的)
神経突起伸展因子 CNeurite Outgrowth Factor, NOF , 700KDa) は，ニワトリ砂嚢平滑筋より精製
した細胞外マトリックス蛋白質の一種で，網膜や毛様体神経節などの神経細胞膜に発現する特異的な受
容体 CNeurite Outgrowth Factor Receptor , NOFR , 82KDa) を介して，神経突起の伸展を促進する。
しかし中枢神経系での NOFR の存在や機能に関しては未だ解明されていない。そこで，神経組織発
生のモデル系として有用なニワトリ小脳を用いて， 1) 組織薄切片の免疫組織染色による NOFR の局
在， 2) 膜分画のイムノプロットとリガンドブロットによる NOFR の分子的特性， 3) 移植片培養に
よる NOF の細胞伸展活性と NOFR 抗体による阻害作用について検討した。
(方法)
1 )免疫組織化学:ニワトリ匪(10-18 日匪)小脳を摘出し，クリオスタットで組織薄切片(10μm) を
作製した。薄切片は抗 NOFR 血清と反応させた後， Fluorescein 結合の二次抗体で染色し，蛍光顕微
鏡で観察した。
2) イムノプロットとリガンプロット: 10 日と 18日伍小脳より粗 P2膜分画を調整し NP -40で可溶化，
また Triton X-114で相分離(界面活性剤層と水層〉の後， SDS ゲ、ル電気泳動で分離した。ニトロセ
ルロースシートへ移した蛋白質は抗 NOFR 血清と反応させ， HRP 法で染色した。リガンブロットは
シートへ移した蛋白質を， NOF (100μg /rnl)と結合させ，さらに抗 NOFR 血清と反応させた後，
HRP 法で染色した。
3) 移植片培養: 10 日と 12 日怪小脳を0.5-1 mm の小片に切断後，ポリオルニチンでプレコートした培養
皿に静置し DMEM C10%FCS) で通気培養した。
(結果)
1 )免疫組織化学:抗 NOFR 血清は10 日と 12 日匹小脳の外頼粒層に限局して強く反応し，特に細胞表
層部が濃く染色された。それに対し，加齢の進んだ18日匪では殆ど染色が認められなかった。
2) イムノフ、、ロットとリガンドブロット: 10 日腔小脳組 P2膜分画を用いた Triton X-114 による相分離
法では，大部分の NOFR が界面活性剤層に回収された。また， 10 日肢と 18 日匹小脳の膜分画を用い
た抗 NOFR 血清によるイムノプロットの結果，還元条件下で両匪ともに約82KDa のダブレットノてン
ドが検出された。そして免疫組織化学の結果と同様に10 日匪に比べ， 18日匹では加齢による受容体蛋
白質濃度の減少がみられた。
3) 移植片培養: 10 日匪と 12 日匹小脳移植片を NOF (l ,OOOng /well) でプレコートした培養皿で 2 日
間培養した結果，コントロールに比べ顕著な神経突起の伸展と細胞移動が観察された。しかし NOFR
抗体 (300μg /well) の共存下で培養した場合， NOF による細胞伸展作用は完全に抑制された。
(総括)
本研究により， 1) NOFR が末梢神経経と同様にニワトリ胎児小脳で一過性に発現し，その時期と領
域が小脳外頼粒層の増殖活性時期とほぼ一致すること 2) イムノブロットの結果， NOFR の性質はニ
ワトリ砂嚢筋や網膜のそれと一致すること， 3) 小脳移植片培養の結果， NOF による突起伸展や細胞
移動の促進作用は， NOFR を介するものであることが明らかとなった。以上の結果より， NOFR がニ
ワトリ小脳の細胞構築特に外頼粒細胞の分化と成長に深く関与していることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は中枢神経における神経突起伸展因子受容体 (NOFR) の発生学的分布と機能的役割をニワト
リ小脳を用いて解明したもので，その分子的特性は分子量約82KDa の膜蛋白質であり，小脳の移植片
培養で神経突起伸展因子 (NOF) により誘導される細胞の移動作用が NOFR 抗体で完全に抑制される
等，以前に報告された末梢神経(毛様体神経節，網膜等)での結果とほぼ一致する。さらに小脳での N
OFR は10日および12 日肢の外頼粒層に限局して発現し， 18日腔では消失していた。これは同層の増殖
活性期とよく一致しているo これらの結果は NOFR が小脳の特に外頼粒層の分化成長に深く関与する
ことを示し，中枢神経の細胞構築過程に対し NOFR が促進的役割を果たすことを解明した労作で，学
位に値するものと考えられる。
